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RESUMO

As microalgas tém potencial biotecnoldgico, no geral com fonte de biocombustiveis e
suplementos alimentares. Seu custo, entretanto, ainda é significativamente elevado. Assim, meios
alternativos tém sido propostos como forma de substituir os reagentes utilizados na formulagéo
destes meios de cultura. Plantas ricas em nutrientes, como por exemplo a chicéria da Amaz6nia
(Eryngium foetidum), pode se definir uma alternativa que favorece seu desenvolvimento visando
a otimizacao dos cultivos para um maior crescimento algal. Nesse contexto o objetivo geral desta
pesquisa foi propor uma combinacédo de chicoria da Amazonia (Eryngium foetidum), enriquecida
com a adic&o de fertilizante (NPK), visando aumentar a concentragdo de nutrientes, para reduzir
0s custos relacionados ao cultivo da Chlorella sorokiniana. Foram realizados diferentes
tratamentos, com o extrato bruto de Eryngium foetidum, testando 2,5g, 5,0g, 10,0g e 15,0g, sob a
temperatura de 25°C, onde foram incrementados com fertilizante inorganico (NPK), Desse
modo para quantificar a produtividade, no cultivo foi realizado a medicao da
clorofila a através do sensor 6ptico da sonda limnolégica, enquanto o nitrato foi
medido pelo método da brucina. Os parametros como densidade celular, clorofila
a e nitrato foram analisados no intervalo de tempo de 72 horas do cultivo, por um
periodo constante de 12 dias. Os testes de Anova e Tukey aplicados revelaram
diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos para densidade celular,
clorofila a e nitrato. O resultado dos tratamentos revelou que quanto maior a
quantidade de extrato melhor sera o crescimento das algas. As correlacdes entre
densidade celular, nitrato e clorofila a foram moderadas ou fortes. Concluiu-se que
o extrato bruto da Eryngium foetidum foi eficiente para o cultivo, representando um
meio de baixo custo para a producao e manutencdo do cultivo de Chlorella
sorokiniana.
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ABSTRACT

Microalgae have biotechnological potential, in general as a source of biofuels and
food supplements. Their cost, however, is still significantly high. Thus, alternative
media have been proposed as a way to replace the reagents used in the formulation
of these culture media. Plants rich in nutrients, such as the Amazon chicory
(Eryngium foetidum), can be defined as an alternative that favors its development in
order to optimize cultures for greater algal growth. In this context, the general
objective of this research was to propose a combination of Amazonian chicory
(Eryngium foetidum), enriched with the addition of fertilizer (NPK), aiming to
increase the concentration of nutrients, to reduce costs related to the cultivation of
Chlorella sorokiniana. Different treatments were carried out, with the crude extract
of Eryngium foetidum, testing 2.5g, 5.0g, 10.0g and 15.0g, under the temperature of
25°C, where they were increased with inorganic fertilizer (NPK). Thus to quantify
the productivity, in the culture, chlorophyll a was measured by the optical sensor of
the limnological probe, while nitrate was measured by the brucine method. The
parameters such as cell density, chlorophyll a and nitrate were analyzed at the time
interval of 72 hours of the cultivation for a constant period of 12 days. The applied
Anova and Tukey tests revealed significant differences (p < 0.05) among the
treatments for cell density, chlorophyll a and nitrate. The result of the treatments
revealed that the higher the amount of extract the better the algae growth. The
correlations between cell density, nitrate and chlorophyll a were moderate or
strong. It was concluded that the crude extract of Eryngium foetidum was efficient
for cultivation, representing a low cost medium for the production and maintenance
of Chlorella sorokiniana culture.

Keywords: Technology, growth, culture medium, mixotrophic
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INTRODUCAO

As algas unicelulares formam a base da cadeia alimentar em ecossistemas
aquaticos e sao utilizadas em tecnologias e varias industrias (RIZWAN et al., 2018),
sendo que o cultivo destas microalgas esta crescendo gradativamente no mundo
inteiro (GONZALEZ-DELGADO et al, 2017). Tal cultivo tem recebido atencio
especial dada as suas caracteristicas potenciais: ciclos de vida curtos, cultivo em
aguas doce, salgada, salobra e residuais, uso de terras ndo cultivaveis, bem como o
fato de nao demandar grandes areas de producdo (BHATNAGAR et al., 2010).
Ademais, o cultivo de microalgas foi considerado uma estratégia de mitigacao de
gases de efeito estufa na qual células movidas a energia solar capturam diéxido de

carbono (COz) (CHISTI, 2007).

As microalgas sdo largamente usadas na aquicultura como alimento para
pos-larvas de moluscos, peixes e crustaceos em decorréncia da facilidade de cultivo,
ao pequeno tamanho, acentuada velocidade de crescimento e alto teor de acidos
graxos (ARAUJO et al., 2020). Combustiveis também podem ser produzidos a partir
de cultivo de microalgas, pois sdo capazes de captar e converter diéxido de carbono
(CO2) em hidrogénio (Hz2) e oxigénio (02) durante a fotossintese (GONCALVES et al.,
2015).

A composicdo bioquimica das microalgas esta intimamente relacionada a
natureza de cada espécie, aos fatores ambientais relacionados ao local de cultivo e
ao meio de cultura utilizado para o seu desenvolvimento (ZAMALLOA et al,, 2011).
Possuem extensa capacidade de crescimento em ambientes com baixos niveis de
nutrientes, produzindo uma biomassa muitas vezes rica em acidos graxos, proteinas
e carboidratos (PEREIRA, et al., 2012). As peculiaridades de crescimento e a
composicdo das microalgas sao substancialmente dependentes do tipo de cultivo,
que pode ser autotrofico, heterotréofico, mixotréfico e fotoheterotréfico

(ANDRULEVICIUTE et al., 2014).

Dentre os distintos tipos de cultivos os que mais se destacam sao os cultivos
mixotroficos pois, tendem a mostrar produtividade de biomassa bem superior ao
fotoautotréficos (YANG et al.,, 2014). (LI et al., 2014) investigaram o crescimento de

uma cepa de Chlorella sorokiniana Sorokin em condi¢des fotoautotrofica,
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heterotréfica e mixotréfica, tendo a glicose como fonte de carbono. Estes autores,
ressaltaram que o cultivo mixotroéfico apresentou os melhores resultados, sendo que
a biomassa seca final foi 2,4 e 5,2 vezes maior do que os cultivos heterotroéficos e

fotoautotréficos, respectivamente.

No entanto, a uma dificuldade relacionada a producdo de biomassa algal que
é o preco dos meios de cultura comerciais que acabam elevando o custo de
producdo. Assim, meios alternativos tém sido propostos como forma de substituir
os reagentes utilizados na formulacdo destes meios de cultura (GAURAV et al,,
2016). Algumas pesquisas sao feitas sobre condi¢des de cultura otimizadas para
fazer alta producao de biomassa e aumentar a potencialidade das microalgas de

acordo com as suas vantagens (SURESHKUMAR; THOMAS, 2019).

Nesse sentido, estudos prévios consideram que o uso de fertilizantes
agricolas proporciona taxa de crescimento similar e um menor custo, que naqueles
meios especificos para o cultivo de microalgas como o meio f/2 (SIMENTAL;
SANCHEZ-SAAVEDRA, 2002). Por exemplo, (JESUS et al, 2017), reportaram
crescimento algal com alta produtividade, de Chlorella vulgaris em meio CHU-10
cultivada com substrato de residuos vegetais. Por outro lado, Ankistrodesmus
gracilis em meio a base de macroéfita (Eichhornia crassipes) associado com
nitrogénio, fosforo e potassio (NPK) apresentou valor nutricional similar ao meio
comercial CHU-12, mostrando bons resultados para o crescimento desta alga,
podendo ser utilizado o meio de macrofita para cultivo desta alga em larga escala

(SIPAUBA-TAVARES; IBARRA; FIORESI, 2009).

Diante disso, é muito importante a realizacao de estudos sobre o crescimento
de C. sorokiniana em meios de cultura alternativos sob condi¢des mixotroficas
porque essa alga oferece grande potencial na producdo de biomassa renovavel para
aplicagoes de bioenergia (LI, et al., 2014). Além disso, essa microalga tem sido
bastante estudada em relacdo a sua fisiologia, genética e producao de biomassa
lipidica alta (CHISTI, 2007). Assim como a producdo de carotenoides que possuem
uma alta importancia para a industria farmacéutica, como a luteina, violaxantina e

zeaxantina, a-caroteno e (3-caroteno (CORDERO et al., 2011).
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Nesse contexto o objetivo geral desta pesquisa foi propor uma combinagao
de chicoria da Amazonia (Eryngium foetidum Linnaeus), enriquecida com a adigdo
de fertilizante (NPK), visando aumentar a concentragdo de nutrientes, para reduzir
os custos relacionados ao cultivo da Chlorella sorokiniana. Quanto aos objetivos
especificos, eles sdo, avaliar o crescimento algal de Chlorella sorokiniana sob
diferentes extratos de chicoria da Amazonia (Eryngium foetidum), com a adigdo de
fertilizante inorganico (NPK); quantificar a produtividade, no cultivo de Chlorella
sorokiniana, através da medicdo de clorofila a; identificar se os niveis de nitrato
variam entre os tratamentos e se influenciam a produtividade; verificar as

correlacdes entre densidade celular, nitrato e clorofila a nos diferentes tratamentos.

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Limnologia e analise de
agua da Universidade Federal do Acre (UFAC) — Campus de Cruzeiro do Sul. As cepas
de Chlorella sorokiniana foram obtidas da Fundagdo André Tosello (Colecédo de Culturas
Tropicais). Para a manutencao de cepas de algas, o laboratério foi mantido em condicoes
assépticas, e com repicagem e armazenamento de material estéril. Em fornecimento de
determinada iluminacdo artificial (lampadas fluorescentes de 24 watts), cultivada em
agua natural com o seu pH neutro, mantida sob aeracdo constante, feita por mini
compressor de ar, modelo Risheng, RS — 7800. A matriz celular da microalga Chlorella
sorokiniana foi inoculada em quatro garrafas de plastico (PET) com capacidade de dois
litros, onde colocamos volume util de 1.400mL de &gua natural, em meio de diferentes
extratos brutos da planta Eryngium foetidum, coletada no bairro Canela fina, e moida
usando liquidificador. Posteriormente, foram pesadas as seguintes quantidades de extrato
bruto de E. foetidum, que definiram quatro tratamentos: 2,5g, 5,0g e 10,0g e 15,0g. Todos
os tratamentos foram incrementados com 2,5g de fertilizante inorganico (NPK 15-15-20).
Foi adicionado 10 mL de contetddo contendo a microalga em cada garrafa.

A contagem de algas e medigdo das variaveis clorofila a e nitrato foi realizada
num intervalo de tempo de 72 horas do cultivo da microalga C. sorokiniana, por um
periodo constante de 12 dias. A determinacdo da densidade celular foi realizada, mediante
a contagem de células da alga cultivada que foi realizada na camara de Neubauer
utilizando o microscopio optico, modelo leica DM 500 na objetiva de 10x. A densidade

celular foi expressa em nimero de células por mililitro de cultivo (células mL™).
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A clorofila a foi determinada através de medicdo usando sensor optico da sonda
limnoldgica YSI 6600 (WETZEL; LIKENS, 2000), enquanto o nitrato foi medido pelo
método da Brucina (APHA, 2012) usando o espectrofotdmetro da marca Biospectro,
modelo Spectrum. A assepsia dos sensores foi realizada previamente a cada medicao.

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média. Com os dados
experimentais de densidade celular, foram elaborados gréaficos que representam as curvas
de crescimento. Similarmente, os dados das concentracGes de clorofila a e nitrato foram
plotados em graficos.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi determinado, para medir o grau de
correlacdo linear entre as varidveis concentracdo de Eryngium foetidum e densidade
celular. Este coeficiente também foi usado entre todas as variaveis. Os dados foram
submetidos a Analise de Variancia (Anova), com delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 4, com quatro repeti¢fes. Os pressupostos foram verificados por
meio do Teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, para a normalidade e homogeneidade das
variancias em relacdo aos residuos, respectivamente. A comparagdo entre as médias dos
tratamentos foi realizada por meio do teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi
o = 5% (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015; GOTELLI; ELISSON, 2011).
Dada a complexidade envolvida, bem como dos célculos para a realizagdo dos testes em
evidéncia, as rotinas foram executadas pelos softwares GraphPad Prism versdo 9.3.1 e R-
project versao 4.2.0 (R CORE TEAM, 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de Eryngium foetidum usados no cultivo da Chlorella sorokiniana ndo
apresentaram fase de adaptacdo, o que também ocorreu, por exemplo, no estudo de
(FANKA; DUARTE; COSTA, 2015), revelando, neste estudo, um crescimento rapido,
com predominio da fase exponencial. Nos dias mensurados, a densidade celular de
Chlorella sorokiniana mostrou-se diferente nos quatro tratamentos de cultivo e houve um
aumento gradativo na densidade celular no decorrer dos dias. Tal aumento teve oscilagéo
ao longo dos dias e foi dissimilar em todos os tratamentos.

A densidade celular de Chlorella sorokiniana apresentou maior ndmero de
células, atingindo, no 12° dia, o maior valor, que foi de 1620 x 10*mL™, quando cultivada
no extrato de 15,0 g. O mesmo ocorreu para a clorofila a e o nitrato, que alcangaram

valores de 32795 pg.L™ e 45,3002 mg.N-NOs L%, respectivamente. Logo, a concentragio
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de Eryngium foetidum que melhor apresentou niveis de crescimento para a Chlorella
sorokiniana foi a de 15,09, sendo, portanto, esta é a mais indicada diante das outras
concentracgdes testadas, neste estudo.

E possivel identificar as curvas de crescimento referente a densidade celular que
apresentam os valores de r? (Figura 1a, b, ¢, d) para cada concentracio de: 2,59 (r’=
0,9386), 5,09 (r’>= 0,9504), 10,09 (r* =0,9067) e 15,0g (r>= 0,9869). Por se tratar de uma
microalga de féacil propagacdo (INFANTE et al., 2012), isso possibilitou que ela crescesse
nas varias concentracdes de extrato bruto com o coeficiente de determinacéo préximo de

um.

Figura 1- Curvas de crescimento no meio de Eryngium foetidum. a) Extrato de 2,5g; b)
Extrato de 5,0g; c) Extrato de 10,0g; d) Extrato de 15,0g.
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Quanto a densidade celular, clorofila a e nitrato, foi testado se ocorreram
diferencas entre os extratos, para tanto, considerando concentracdo, tempo,
concentracdo x tempo, e as diferencas foram detectadas pela Anova (Tabela 1) e
Tukey (Tabela 2, 3 e 4).

Tabela 1. Resultados da analise de variancia (Anova) - Analise Fatorial. *** indica
que o teste foi significativo (p <0,0005).
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Causa de variacao Densidade Clorofila a Nitrato

Celular
Concentracao 1.182,6*** 380,16*** 128,483***
Tempo 2.192,7*** 1.005,30*** 164,829***
Concentracgao x 56.22*** 36,50*** 16,5571 ***

Tempo

Tabela 2. Resultados das analises do teste de Tukey para cada concentragao.

Concentracgao Densidade Clorofila a Nitrato
Celular
25g 322,0c 7.972,65b 8.5033,67 b
50g 385,9 bc 14.093,56 ab 15.090,53 b
10,0 g 650,9 ab 18.007,50 a 17.414,84 b
150¢g 9259a 20.127,19 a 28.127,75a

a,b - Para cada nivel de concentracdo, médias seguidas de mesma letra mintuscula nao
diferem entre si

Tabela 3. Resultados das analises do teste de Tukey para o tempo de cultivo.

Tempo Densidade Clorofila a Nitrato
Celular
3 dias 147,0d 4.639,38 c 6.038,76 c
6 dias 408,8 c 11.232,32b 13.977,79 bc
9 dias 713,8b 21.168,56 a 22.041,16 ab
12 dias 1.015,3 a 23.160,62a 27.078,78 a

a,b - Para cada nivel de tempo, médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem
entre si.
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Tabela 4. Resultados das analises do teste de Tukey- Analise da interagao.

Densidade Celular

Concentracgoes Tempo
¢ 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 25,50 dC 160,00 cD 437,50 bC 665,00 aD
50¢g 38,75 dC 275,00 cC 495,00 bC 735,00 aC
10,0 g 158,75 dB 535,00 cB 835,00 bB 1.075,00 aB
150¢g 365,00 dA 665,00 cA 1.087,50 bA 1.586,25 aA
Clorofila a
Concentracgoes Tempo
¢ 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 278,3 bB 576,83 bB 14.900 aC 16.135 aC
50¢g 576,75 dB 13.907 cA 19.820 bB 22.070 aB
10,08 9.165 dA 15.590 cA 25'5;33’25 21.642 bB
1508 8.537.5 dA 14.855 cA 24'111'25 32.795 aA
Nitrato
~ Tempo
Concentragoes 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 0.331,5bB 10.406,8 aB 9.463,0 aD 13.811,99 aC
508 7.422,5 cA 13.276,3 bB 15'2)%7’34 24.575,91 aB
100g 8.493,80 bA 11.529,12 22.866,95 26.769,5 aB
bB aB
150¢g 7.907,14 cA 20.698,86 40.747,29 43.157.7 aA
bA aA

a,b - Para cada nivel de concentracdo, médias de tempo seguidas de mesma letra mindscula
nao diferem entre si; A,B - Para cada nivel de tempo, médias das concentracdes seguidas de
mesma letra MAIUSCULA nao diferem entre si

Como Chlorella sorokiniana pdde crescer bem, mixotroficamente,
provavelmente, a Eryngium foetidum presente no meio deste experimento pode ter-
se mostrado uma fonte de carbono aceitavel na predominancia da fase exponencial,
durante todo o experimento e em todos os tratamentos. Portanto, essa microalga foi
capaz de metabolizar essa fonte de carbono, assim, atingindo altas concentragdes
celulares.

De acordo com (BELKOURA; BENIDER; DAUTA, 1997), na fase de
crescimento exponencial, a biomassa algal a 35°C era composta por cerca de 40% de
proteinas, 30% de carboidratos e 18% de lipidios. (CHAI et al., 2018) revelam que
ha, em suas propriedades, glicose, frutose, galactose e xilose. A indefinicdo desses
elementos, neste trabalho, foi limitante até porque isso também depende do meio

na qual ela cresce. Este meio, com adicao de nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) a
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Eryngium foetidum, que a teve como componente principal. Essa leguminosa é
caracterizada pela presenca nas folhas de flavonoides, taninos, saponinas e varios
triterpenoides (PAUL; SEAFORTH; TIKASINGH, 2011) e o 6leo contém alta
quantidade de aldeidos aciclicos e compostos aromaticos (THOMAS et al., 2017).
Neste experimento, o rendimento de clorofila a (Figura 2) foi mais alto nos
extratos de 10,0 e 15,0 g, especialmente, entre os dias 9 e 12. No experimento em
tela, o maximo de produgao de clorofila a foi de 32795 pg.L-1. Esses resultados foram
maiores que aqueles reportados por (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013), em que
relataram que a produgdao de clorofila pelo fitoplancton é influenciada pelas

condi¢oes de crescimento.

Figura 2- Clorofila a no meio de Eryngium foetidum
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O aumento na concentracdo de nitrato (Figura 3) foi proporcional ao
aumento na produtividade de Chlorella sorokiniana. Resposta semelhante foi
observada em experimentos envolvendo igualmente nitrato, nos quais o melhor

desempenho ocorreu em concentragoes altas de nitrato (PEREIRA; BRANCO, 2007).

Figura 3 - Nitrato no meio de Eryngium foetidum
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Meio de cultivo para Chlorella em hortaligas, como chicdria, é de baixo custo
por serem estas encontradas comumente em quintais. Meios dessa natureza para as
commodities, que é um produto que funciona como matéria-prima, os custos de
producdo, tanto de capital quanto de operacdo, devem ser muito baixos
(BENEMANN, 2013). Meios com hortalicas representam economia de recursos
financeiros, visto que tais meios geram um menor custo econémico que o uso de
reagentes.

A relagdo entre dias (tempo de cultivo) e densidade celular de Chlorella
sorokiniana evidenciou que existe correlacao forte, e a maior observada foi a do
extrato de 15,0 g. Quanto as correlagdes entre densidade celular, nitrato e clorofila
a (Figura 4a, b, c, d), nas concentragées de 2,5 g, 5,0 g, 10,0 ge 15,0 g, as correlagdes
mais fortes foram entre densidade celular e clorofila a (1,00), nitrato e densidade

celular (0,97) e clorofila a e nitrato (0,96).

Figura 4 - Correlacdo de Pearson (r). a) Extrato de 2,5g; b) Extrato de 5,0g; c)
Extrato de 10,0; d) Extrato de 15,0g.
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Outros meios para Chlorella também sao reconhecidos como de baixo custo

Chlorella sorokiniana foi cultivada com fertilizantes foliares usados na agricultura

(SILVA-BENAVIDES; MARGARITA, 2016). Por exemplo, o uso da vinhaca pré-tratada

para o crescimento de microalgas de Chlorella sp. proporciona um destino lucrativo

para um residuo altamente poluente (CANDIDO; BERNARDO; LOMBARDI, 2021).

Experimentos dessa natureza sdao importantes porque permitem viabilizar

economicamente o cultivo de microalgas, utilizando meios de baixo custo que

servem, possivelmente, para a producdo de biodiesel, segundo (FRANCO et al.,

2013), elaboracdo de produtos medicinais bioativos, producdao de ingredientes
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alimentares, conforme (KHAN; SHIN; KIM, 2018) e de cosméticos (DAS; AZIZ;
OBBARD, 2011). Quanto a necessidade de algas limpas e o custo de produ¢do baixo,
estes aspectos demandam investiga¢des a respeito da resposta fisioldgica das algas

sob condig¢des diferentes de crescimento (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013).

Os extratos de Eryngium foetidum usados no cultivo da Chlorella sorokiniana
ndo apresentaram fase de adaptacao, o que também ocorreu, por exemplo, no estudo
de (FANKA; DUARTE; COSTA, 2015), revelando, neste estudo, um crescimento
rapido, com predominio da fase exponencial. Nos dias mensurados, a densidade
celular de Chlorella sorokiniana mostrou-se diferente nos quatro tratamentos de
cultivo e houve um aumento gradativo na densidade celular no decorrer dos dias.
Tal aumento teve oscilacio ao longo dos dias e foi dissimilar em todos os
tratamentos.

A densidade celular de Chlorella sorokiniana apresentou maior nimero de
células, atingindo, no 12° dia, o maior valor, que foi de 1620 x 104 mL-1, quando
cultivada no extrato de 15,0 g. O mesmo ocorreu para a clorofila a e o nitrato, que
alcangaram valores de 32795 pg.L-1 e 45,3002 mg.N-NOs.L-1, respectivamente. Logo,
a concentracdo de Eryngium foetidum que melhor apresentou niveis de crescimento
para a Chlorella sorokiniana foi a de 15,0g, sendo, portanto, esta é a mais indicada
diante das outras concentragdes testadas, neste estudo.

E possivel identificar as curvas de crescimento referente a densidade celular
que apresentam os valores de r? (Figura 1a, b, ¢, d) para cada concentragdo de: 2,5g
(r2=0,9386), 5,0g (r2=0,9504), 10,0g (r2=0,9067) e 15,0g (r?= 0,9869). Por se tratar
de uma microalga de facil propagacao (INFANTE et al., 2012), isso possibilitou que
ela crescesse nas varias concentracdes de extrato bruto com o coeficiente de

determinacdo préximo de um.

Figura 2- Curvas de crescimento no meio de Eryngium foetidum. a) Extrato de
2,5g; b) Extrato de 5,0g; c) Extrato de 10,0g; d) Extrato de 15,0g.
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Quanto a densidade celular, clorofila a e nitrato, foi testado se ocorreram
diferencas entre os extratos, para tanto, considerando concentragdo, tempo,
concentracdo x tempo, e as diferencas foram detectadas pela Anova (Tabela 1) e

Tukey (Tabela 2, 3 e 4).
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Tabela 1. Resultados da analise de variancia (Anova) - Andlise Fatorial. *** indica
que o teste foi significativo (p <0,0005).

Causa de variacao Densidade Clorofila a Nitrato
Celular

Concentragao 1.182,6*** 380,16*** 128,483***

Tempo 2.192,7*** 1.005,30%** 164,829***

Concentracao x 56.22*** 36,50*** 16,551***

Tempo

Tabela 2. Resultados das analises do teste de Tukey para cada concentragao.

Concentracao Densidade Clorofila a Nitrato
Celular
25g 322,0c 7.972,65b 8.5033,67 b
50g 385,9 bc 14.093,56 ab 15.090,53 b
100 g 650,9 ab 18.007,50 a 17.414,84 b
150g 9259a 20.127,19a 28.127,75a

a,b - Para cada nivel de concentracdo, médias seguidas de mesma letra mintuscula ndo
diferem entre si

Tabela 3. Resultados das andlises do teste de Tukey para o tempo de cultivo.

Tempo Densidade Clorofila a Nitrato
Celular
3 dias 147,0d 4.639,38 c 6.038,76 c
6 dias 408,8 c 11.232,32b 13.977,79 bc
9 dias 713,8b 21.168,56 a 22.041,16 ab
12 dias 1.015,3 a 23.160,62a 27.078,78 a

a,b - Para cada nivel de tempo, médias seguidas de mesma letra minuscula nio diferem
entre si.

Tabela 4. Resultados das analises do teste de Tukey- Andlise da interacao.

Densidade Celular

Concentracoes Tempo
3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 25,50 dC 160,00 cD 437,50 bC 665,00 aD
50g 38,75 dC 275,00 cC 495,00 bC 735,00 aC
10,0 g 158,75 dB 535,00 cB 835,00 bB 1.075,00 aB
150¢g 365,00 dA 665,00 cA 1.087,50 bA 1.586,25 aA
Clorofila a
~ Tempo
Concentragoes 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 278,3 bB 576,8 bB 14.900 aC 16.135 aC
50¢g 576,75 dB 13.907 cA 19.820 bB 22.070 aB
100 g 9.165 dA 15.590 cA  25.563,25aA 21.642 bB
150¢g 8.537,5dA 14.855cA  24.321,25bA 32.795 aA
Nitrato
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Tempo

Concentragdes 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 0.331,5bB 10.406,8 aB 9.463,0 aD 13.811,99 aC
50¢g 7.422,5 cA 13.276,3bB 15.087,34bC 24.575,91 aB
10,0 g 8.493,80 bA 11.529,12bB 22.866,95aB  26.769,5 aB
150¢g 7.907,14 cA 20.698,86bA 40.747,29Aa  43.157,7 aA

a,b - Para cada nivel de concentracdo, médias de tempo seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si; A,B - Para cada nivel de tempo, médias das concentracoes
seguidas de mesma letra MAIUSCULA nao diferem entre si

Como Chlorella sorokiniana pbde crescer bem, mixotroficamente,
provavelmente, a Eryngium foetidum presente no meio deste experimento pode ter-se
mostrado uma fonte de carbono aceitavel na predominancia da fase exponencial, durante
todo o experimento e em todos os tratamentos. Portanto, essa microalga foi capaz de
metabolizar essa fonte de carbono, assim, atingindo altas concentrac6es celulares.

De acordo com (BELKOURA; BENIDER; DAUTA, 1997), na fase de
crescimento exponencial, a biomassa algal a 35°C era composta por cerca de 40% de
proteinas, 30% de carboidratos e 18% de lipidios. (CHAI et al., 2018) revelam que ha,
em suas propriedades, glicose, frutose, galactose e xilose. A indefinicdo desses elementos,
neste trabalho, foi limitante até porque isso também depende do meio na qual ela cresce.
Este meio, com adicdo de nitrogénio, fésforo e potéssio (NPK) a Eryngium foetidum, que
a teve como componente principal. Essa leguminosa é caracterizada pela presenca nas
folhas de flavonoides, taninos, saponinas e varios triterpenoides (PAUL; SEAFORTH,;
TIKASINGH, 2011) e o dleo contém alta quantidade de aldeidos aciclicos e compostos
aromaticos (THOMAS et al., 2017).

Neste experimento, o rendimento de clorofila a (Figura 2) foi mais alto nos
extratos de 10,0 e 15,0 g, especialmente, entre os dias 9 e 12. No experimento em tela, o
maximo de produgéo de clorofila a foi de 32795 pg.L™. Esses resultados foram maiores
que aqueles reportados por (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013), em que relataram que

a producdo de clorofila pelo fitoplancton é influenciada pelas condic¢@es de crescimento.
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Figura 2- Clorofila a no meio de Eryngium foetidum.

O aumento na concentracdo de nitrato (Figura 3) foi proporcional ao
aumento na produtividade de Chlorella sorokiniana. Resposta semelhante foi
observada em experimentos envolvendo igualmente nitrato, nos quais o melhor

desempenho ocorreu em concentragdes altas de nitrato (PEREIRA; BRANCO, 2007).
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Figura 3 - Nitrato no meio de Eryngium foetidum.

Meio de cultivo para Chlorella em hortalicas, como chicoria, € de baixo custo
por serem estas encontradas comumente em quintais. Meios dessa natureza para as
commodities, que é um produto que funciona como matéria-prima, os custos de
produgdo, tanto de capital quanto de operacdo, devem ser muito baixos
(BENEMANN, 2013). Meios com hortalicas representam economia de recursos
financeiros, visto que tais meios geram um menor custo econémico que o uso de
reagentes.

A relacdo entre dias (tempo de cultivo) e densidade celular de Chlorella
sorokiniana evidenciou que existe correlacao forte, e a maior observada foi a do
extrato de 15,0 g. Quanto as correlacdes entre densidade celular, nitrato e clorofila
a (Figura 4a, b, c, d), nas concentragdes de 2,5 g, 5,0 g, 10,0 ge 15,0 g, as correlacdes
mais fortes foram entre densidade celular e clorofila a (1,00), nitrato e densidade

celular (0,97) e clorofila a e nitrato (0,96).
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Figura 4 - Correlacdo de Pearson (r). a) Extrato de 2,5g; b) Extrato de 5,0g; c)

Extrato de 10,0; d) Extrato de 15,0g.
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Outros meios para Chlorella também sdo reconhecidos como de baixo custo

Chlorella sorokiniana foi cultivada com fertilizantes foliares usados na agricultura

(SILVA-BENAVIDES; MARGARITA, 2016). Por exemplo, o uso da vinhaca pré-tratada

para o crescimento de microalgas de Chlorella sp. proporciona um destino lucrativo

para um residuo altamente poluente (CANDIDO; BERNARDO; LOMBARDI, 2021).

Experimentos dessa natureza sao importantes porque permitem viabilizar
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economicamente o cultivo de microalgas, utilizando meios de baixo custo que
servem, possivelmente, para a producdo de biodiesel, segundo (FRANCO et al,,
2013), elaboragdao de produtos medicinais bioativos, producdo de ingredientes
alimentares, conforme (KHAN; SHIN; KIM, 2018) e de cosméticos (DAS; AZIZ;
OBBARD, 2011). Quanto a necessidade de algas limpas e o custo de produ¢do baixo,
estes aspectos demandam investigagdes a respeito da resposta fisioldgica das algas
sob condig¢des diferentes de crescimento (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013).

Os extratos de Eryngium foetidum usados no cultivo da Chlorella sorokiniana nao
apresentaram fase de adaptacado, o que também ocorreu, por exemplo, no estudo de
(FANKA; DUARTE; COSTA, 2015), revelando, neste estudo, um crescimento rapido,
com predominio da fase exponencial. Nos dias mensurados, a densidade celular de
Chlorella sorokiniana mostrou-se diferente nos quatro tratamentos de cultivo e
houve um aumento gradativo na densidade celular no decorrer dos dias. Tal
aumento teve oscilacdo ao longo dos dias e foi dissimilar em todos os tratamentos.

A densidade celular de Chlorella sorokiniana apresentou maior nimero de
células, atingindo, no 12° dia, o maior valor, que foi de 1620 x 104 mL-1, quando
cultivada no extrato de 15,0 g. O mesmo ocorreu para a clorofila a e o nitrato, que
alcangaram valores de 32795 pg.L-1 e 45,3002 mg.N-NOs.L-1, respectivamente. Logo,
a concentracdo de Eryngium foetidum que melhor apresentou niveis de crescimento
para a Chlorella sorokiniana foi a de 15,0g, sendo, portanto, esta é a mais indicada
diante das outras concentragdes testadas, neste estudo.

E possivel identificar as curvas de crescimento referente a densidade celular
que apresentam os valores de r? (Figura 1a, b, ¢, d) para cada concentragdo de: 2,5g
(r2=0,9386), 5,0g (r2=0,9504), 10,0g (r2 =0,9067) e 15,0g (r?= 0,9869). Por se tratar
de uma microalga de facil propagacao (INFANTE et al., 2012), isso possibilitou que
ela crescesse nas varias concentracdes de extrato bruto com o coeficiente de

determinac¢do préximo de um.
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Figura 3- Curvas de crescimento no meio de Eryngium foetidum. a) Extrato de
2,5g; b) Extrato de 5,0g; c) Extrato de 10,0g; d) Extrato de 15,0g.
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Quanto a densidade celular, clorofila a e nitrato, foi testado se ocorreram
diferencas entre os extratos, para tanto, considerando concentracdo, tempo,
concentracdo x tempo, e as diferencas foram detectadas pela Anova (Tabela 1) e

Tukey (Tabela 2, 3 e 4).
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Tabela 1. Resultados da analise de variancia (Anova) - Andlise Fatorial. *** indica
que o teste foi significativo (p <0,0005).

Causa de variacao Densidade Clorofila a Nitrato
Celular

Concentragao 1.182,6*** 380,16*** 128,483***

Tempo 2.192,7*** 1.005,30%** 164,829***

Concentracao x 56.22*** 36,50*** 16,551***

Tempo

Tabela 2. Resultados das analises do teste de Tukey para cada concentragao.

Concentracao Densidade Clorofila a Nitrato
Celular
25g 322,0c 7.972,65b 8.5033,67 b
50g 385,9 bc 14.093,56 ab 15.090,53 b
100 g 650,9 ab 18.007,50 a 17.414,84 b
150g 9259a 20.127,19a 28.127,75a

a,b - Para cada nivel de concentracdo, médias seguidas de mesma letra mintuscula ndo
diferem entre si

Tabela 3. Resultados das andlises do teste de Tukey para o tempo de cultivo.

Tempo Densidade Clorofila a Nitrato
Celular
3 dias 147,0d 4.639,38 ¢ 6.038,76 c
6 dias 408,8 c 11.232,32b 13.977,79 bc
9 dias 713,8b 21.168,56 a 22.041,16 ab
12 dias 1.0153a 23.160,62a 27.078,78 a

a,b - Para cada nivel de tempo, médias seguidas de mesma letra minuscula nio diferem
entre si.
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Tabela 4. Resultados das analises do teste de Tukey- Analise da interagao.

Densidade Celular

Concentracgoes Tempo
3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 25,50 dC 160,00 cD 437,50 bC 665,00 aD
50¢g 38,75 dC 275,00 cC 495,00 bC 735,00 aC
10,0 g 158,75 dB 535,00 cB 835,00 bB 1.075,00 aB
150¢g 365,00 dA 665,00 cA 1.087,50 bA 1.586,25 aA
Clorofila a
Concentracgoes Tempo
3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 278,3bB 576,8 bB 14.900 aC 16.135aC
50¢g 576,75 dB 13.907 cA 19.820 bB 22.070 aB
10,0 g 9.165 dA 15.590 cA  25.563,25aA 21.642 bB
150¢g 8.537,5 dA 14.855cA  24.321,25bA 32.795 aA
Nitrato
Concentracoes Tempo
3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
25¢g 0.331,5bB 10.406,8 aB 9.463,0 aD 13.811,99 aC
50¢g 7.422,5 cA 13.276,3bB 15.087,34bC  24.575,91 aB
100g 8.493,80 bA 11.529,12bB 22.866,95aB  26.769,5 aB
150¢g 7.907,14 cA 20.698,86bA 40.747,29aA  43.157,7 aA

a,b - Para cada nivel de concentracdo, médias de tempo seguidas de mesma letra mindscula
nao diferem entre si; A,B - Para cada nivel de tempo, médias das concentracdes seguidas de
mesma letra MAIUSCULA nao diferem entre si

Como Chlorella sorokiniana pdde crescer bem, mixotroficamente,
provavelmente, a Eryngium foetidum presente no meio deste experimento pode ter-
se mostrado uma fonte de carbono aceitavel na predominancia da fase exponencial,
durante todo o experimento e em todos os tratamentos. Portanto, essa microalga foi
capaz de metabolizar essa fonte de carbono, assim, atingindo altas concentragdes
celulares.

De acordo com (BELKOURA; BENIDER; DAUTA, 1997), na fase de
crescimento exponencial, a biomassa algal a 35°C era composta por cerca de 40% de
proteinas, 30% de carboidratos e 18% de lipidios. (CHAI et al., 2018) revelam que
ha, em suas propriedades, glicose, frutose, galactose e xilose. A indefinicao desses
elementos, neste trabalho, foi limitante até porque isso também depende do meio
na qual ela cresce. Este meio, com adi¢dao de nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) a
Eryngium foetidum, que a teve como componente principal. Essa leguminosa é

caracterizada pela presenca nas folhas de flavonoides, taninos, saponinas e varios
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triterpenoides (PAUL; SEAFORTH; TIKASINGH, 2011) e o d4leo contém alta
quantidade de aldeidos aciclicos e compostos aromaticos (THOMAS et al., 2017).

Neste experimento, o rendimento de clorofila a (Figura 2) foi mais alto nos extratos
de 10,0 e 15,0 g, especialmente, entre os dias 9 e 12. No experimento em tela, o
maximo de producdo de clorofila a foi de 32795 pg.L-1. Esses resultados foram
maiores que aqueles reportados por (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013), em que
relataram que a producgdo de clorofila pelo fitoplancton é influenciada pelas

condic¢oes de crescimento.
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Figura 2- Clorofila a no meio de Eryngium foetidum
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O aumento na concentracdo de nitrato (Figura 3) foi proporcional ao
aumento na produtividade de Chlorella sorokiniana. Resposta semelhante foi
observada em experimentos envolvendo igualmente nitrato, nos quais o melhor

desempenho ocorreu em concentragoes altas de nitrato (PEREIRA; BRANCO, 2007).
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Figura 3 - Nitrato no meio de Eryngium foetidum
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Meio de cultivo para Chlorella em hortaligas, como chicéria, é de baixo custo
por serem estas encontradas comumente em quintais. Meios dessa natureza para as
commodities, que é um produto que funciona como matéria-prima, os custos de
produgdo, tanto de capital quanto de operacdo, devem ser muito baixos
(BENEMANN, 2013). Meios com hortalicas representam economia de recursos
financeiros, visto que tais meios geram um menor custo econémico que o uso de
reagentes.

A relacdo entre dias (tempo de cultivo) e densidade celular de Chlorella
sorokiniana evidenciou que existe correlacao forte, e a maior observada foi a do
extrato de 15,0 g. Quanto as correlagdes entre densidade celular, nitrato e clorofila
a (Figura 4a, b, c, d), nas concentra¢des de 2,5 g, 5,0 g, 10,0 ge 15,0 g, as correlacdes
mais fortes foram entre densidade celular e clorofila a (1,00), nitrato e densidade

celular (0,97) e clorofila a e nitrato (0,96).
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Figura 4 - Correlacdo de Pearson (r). a) Extrato de 2,5g; b) Extrato de 5,0g; c)
Extrato de 10,0; d) Extrato de 15,0g
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Outros meios para Chlorella também sao reconhecidos como de baixo custo

Chlorella sorokiniana foi cultivada com fertilizantes foliares usados na agricultura

(SILVA-BENAVIDES; MARGARITA, 2016). Por exemplo, o uso da vinhaca pré-tratada

para o crescimento de microalgas de Chlorella sp. proporciona um destino lucrativo

para um residuo altamente poluente (CANDIDO; BERNARDO; LOMBARDI, 2021).

Experimentos dessa natureza sdo importantes porque permitem viabilizar

economicamente o cultivo de microalgas, utilizando meios de baixo custo que

servem, possivelmente, para a produc¢do de biodiesel, segundo (FRANCO et al.,

2013), elaboracdo de produtos medicinais bioativos, producdao de ingredientes
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alimentares, conforme (KHAN; SHIN; KIM, 2018) e de cosméticos (DAS; AZIZ;
OBBARD, 2011). Quanto a necessidade de algas limpas e o custo de produ¢do baixo,
estes aspectos demandam investiga¢des a respeito da resposta fisioldgica das algas

sob condig¢des diferentes de crescimento (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013).

CONCLUSAO

Microalgas, como Chlorella sorokiniana, crescem em diferentes meios
alternativos de cultivo. Nesta pesquisa, utilizamos um tipo de hortalica e vimos que, 0s
melhores extratos brutos de E. foetidum que promoveram maior crescimento algal, foram
0s dois maiores.

Quanto a clorofila a o rendimento foi maior nos maiores extratos brutos.
Aparentemente, devido a producdo de clorofila a ter sido observada crescendo
infinitamente, possivelmente ndo houve limitacao de crescimento desta alga devido
a disponibilidade de nutrientes no meio de cultura.

0 aumento verificado na concentragao de nitrato acompanhou o aumento na
produtividade, apontado pelas correlagdes fortes. Fato similar foi observado
também para densidade celular e as outras variaveis analisadas.

Concluiu-se que o extrato bruto da chicoria da Amazoénia (Eryngium
foetidum) foi eficiente para o cultivo, representando um meio de baixo custo para a
producdo e manutencao do cultivo de Chlorella sorokiniana. Sugere-se, para futuras
investigacdes, testes em sistemas de larga escala, sendo, portanto, fundamentais

resultados de testes iniciais em laboratdrio em sistemas fechados.
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